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INTRODUCCION

La mineria es una de las principales actividades econémicas de mayor tradicién, la
cual se ha desarrollado por casi cinco siglos (Moreno, R., et al., 2009) y siempre ha
estado presente en el proceso historico de México (Mufioz, 1986), ya que contribuye
con mas de 8% del Producto Interno Bruto en el pais. Su cadena productiva tiene
una contribucién notable y geolégicamente la geografia es importante por su riqueza
mineral. México se encuentra dentro de los 12 principales productores a nivel
mundial de 20 minerales, y es lider mundial en la produccién de plata, ocupa el
prestigioso segundo lugar en la produccién de fluorita, tercero en la produccién de
bismuto, celestita y wollastonita; quinto sitio en la produccion mundial de molibdeno,
plomo y zinc; sexto en la produccion de cadmio y selenio; séptimo en cobre y
diatomita; octavo en oro y sal; noveno en manganeso y yeso; décimo en barita y
fosforita y duodécimo sitio en bentonita y grafito (Servicio Geolégico Mexicano,
2017). El estado de Hidalgo es una de las entidades federativas mas importantes
en este rubro, desde 2009 ha incrementado su explotacion de plata, cobre, plomo,
manganeso y zinc (Servicio Geoldgico Mexicano, 20142) los cuales son extraidos

en diferentes municipios, entre ellos Zimapan (Servicio Geoldgico Mexicano, 2011).

La extraccion minera a cielo abierto es por demas lesiva al desarrollo humano,
insustentable ambientalmente hablando (Garcia, F., 2012) debido a la generacion
de grandes cantidades de desechos denominados “jales mineros” (Covarrubias, S.
& Pefia, J., 2017) que son el producto de la trituracién y molienda del mineral una
vez que se han recuperado los metales comerciales mediante procesos fisicos y
quimicos. Estos han generado un gran volumen depositados en presas, las cuales
no han sido rehabilitadas o restauradas. Su composicion puede ser muy diversa en
su naturaleza tanto quimica como mineralégica constituida por calcosilicatos,
sulfuros y sulfosales (Moreno, R., et al., 2012). Los elementos presentes en jales
gue pueden ocasionar problemas por su alta toxicidad son el Ar, Cd, Cu, Pb, Hg:

Cr, Sey Zn, los cuales son considerados Elementos Potencialmente Téxicos (EPT),




desde el punto de vista ambiental (Moreno, R., et al., 2012). Algunos otros como el
Fe y el Mn aunque representan un riesgo menor, se considera que pueden tener
efectos adversos a la salud (Medel, A., et al., 2008), en general, los metales pesados
pueden ser potencialmente toxicos para la salud humana (Ortiz, H. G., et al., 2009).

Por su parte, la actividad minera tiene mayor potencial para afectar al
medioambiente (Oyarzun., et al., 2011), ya que se ha beneficiado con la evolucion
tecnologica en el beneficio y la recuperacién de metales, desde los procesos
primitivos por amalgamacion, cianuracion, flotacion, hasta los procesos modernos

de lixiviacién y fundicion (Moreno, R., et al., 2009).

Otro problema que puede causar es la contaminacion del agua, suelo y sedimentos
debido a que los contaminantes que se liberan al medioambiente son tanto de
naturaleza organica (compuestos xenobidticos téxicos y persistentes), como
inorganica (por ejemplo, los metales pesados) (Kidd, P. S., et al., 2007) y es comuln
que en sitios cercanos a minas y fundiciones de metales se encuentren areas
extensas contaminadas por dichos elementos capaces de alterar a los ecosistemas,
ademas, estos no son biodegradables y pueden bioacumularse (Ruiz, E., &
Armienta, M., 2012).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los rasgos caracteristicos de la sociedad moderna es la creciente emision
al ambiente de sustancias contaminantes, destacando aquellas que proceden de
las actividades mineras (Delgadillo, A., et al., 2011) al obtener diferentes materias
primas, metales y carbdn para cubrir las demandas de la sociedad humana, (Xia &
Cai., 2002), sus operaciones diarias modifican el paisaje circundante mediante la
remocion de materiales previamente no perturbados (ELAW, 2007) tales como la




pérdida de tierras cultivables, bosques, pastizales, la degradacion del suelo y

paisaje, la contaminacion del aire y agua (Xia & Cai., 2002).

Entre los principales problemas asociados a los sitios mineros se puede mencionar
la generacion de Drenaje Acido de Roca (DAR) acomparfiado de la lixiviacion de
(EPT), principalmente en climas hiumedos. Ademas de la contaminacion de suelos
por la dispersion edlica de contaminantes, en climas semiaridos (Moreno, et al.,
2012).

Los suelos que quedan tras una explotacion minera contienen todo tipo de
materiales residuales, escombros estériles, entre otros, lo que representa graves
problemas para el desarrollo de la cubierta vegetal, sus caracteristicas mas notables
son las siguientes: clase textural desequilibrada, ausencia o baja presencia de la
estructura edéfica, propiedades quimicas anémalas, disminucion o desequilibrio en
el contenido de nutrientes fundamentales, ruptura de los ciclos biogeoquimicos, baja
profundidad efectiva, dificultad de enraizamiento, baja capacidad de cambio, baja

retencién de agua y presencia de compuestos toxicos (Puga, S., et al., 2006).

Por otra parte, las plantas y organismos que habitan en areas contaminadas tienen
serias dificultades para desarrollarse debido al pH extremo, falta de materia
organica, bajo contenido de nitrégeno y nutrientes, baja capacidad de intercambio
de cationes y altas concentraciones de metales. Otro problema importante que
afecta a los suelos es el drenaje acido de la mina, ya que es una fuente peligrosa
de contaminacion del agua, a pesar de estos impactos la sociedad humana no
puede prescindir de la industria minera (Xia & Cai., 2002).

JUSTIFICACION




El proceso minero en su conjunto, al considerar todas sus fases, desde la
exploraciéon, prospeccion, extraccion, hasta el cierre, produce grandes cantidades
de desechos de los que hay que disponer a costos elevados. El destino final de los
residuos es de dos tipos; 1) el de la presa de jales para los residuos del proceso de
beneficio, y 2) el de los terreros para los materiales producto del descapote (SGM,
2017). Esta actividad tiene diversos impactos ambientales y el mas evidente es en
el paisaje, el cual incluye modificaciones fisicas (visuales), en recursos hidricos y
en la biota (Carrillo, R., & Gonzalez, M.C.A., 2017).

Actualmente se necesitan alternativas sostenibles para minimizar estos impactos
generados por la industria minera, como restaurar y recuperar areas degradadas
durante el periodo funcional de la mina (Xia & Cai.,, 2002). Los métodos
convencionales suelen ser costosos y pueden afectar de manera irreversible las
propiedades del suelo, agua y de los seres vivos que en ellos habitan, por lo que la
fitorremediacién representa una alternativa sustentable y de bajo costo para la
rehabilitacion de ambientes afectados por contaminantes naturales vy
antropogénicos. Utiliza las plantas para remover, reducir, transformar, mineralizar,

degradar, volatilizar o estabilizar contaminantes (Delgadillo, A., et al., 2011).

Como estrategia para aumentar el establecimiento de plantas se propone utilizar la
actividad microbiana de la rizosfera en conjunto con las especies vegetales; a esto
se le llama fitorremediacion asistida por microorganismos, la asociacion de plantas
con microorganismos puede mejorar la eficiencia de la fitorremediacion debido a
gue estos son capaces de alterar la biodisponibilidad de los EPT, mejorando la
tolerancia de las plantas y la produccion de su biomasa. Asimismo, metabolitos
producidos por estas bacterias, tales como el acido indolacético (AlA), los
sideroforos y algunos acidos organicos, ademas de enzimas que alteran los niveles
de hormonas en las plantas, tienen funciones destacadas en la absorcion de
nutrientes, el control de organismos patdgenos, la elongacion celular, la regulacion

de la actividad metabdlica de la raiz y mejoran los procesos de desintoxicacién de




EPT. A este tipo de microorganismos se les denomina Bacterias Promotoras del
Crecimiento Vegetal (BPCV) y de manera general promueven el crecimiento de las
plantas en forma directa. Este proceso en sitios contaminados con EPT depende de
variables especificas del sitio a restaurar, tales como caracteristicas del suelo,

niveles de contaminacion, tipo de vegetaciony clima (Perea, Y. S., et al., 2017).

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el desempefio de Ricinus communis L. (Higuerilla) y Helianthus annuus L.
(Girasol) en un proceso de fitorremediacion asistido con bacterias promotoras del

crecimiento vegetal en sustrato organico comercial Miracle Grow® y jales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de los jales, previas a la
inoculacién con bacterias promotoras del crecimiento vegetal.

b) Propagacion y recuperacién de las cepas bacterianas promotoras del
crecimiento vegetal proporcionadas.

c) Evaluar los parametros de crecimiento de Ricinus communis L. y Helianthus
annuus L. en sustrato organico comercial Miracle Grow® y jales.

d) Conocer el porcentaje de germinacion de las plantas inoculadas con
bacterias promotoras del crecimiento vegetal, en sustrato organico comercial
Miracle Grow® vy jales.

HIPOTESIS
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Ho: El uso de cepas bacterianas promotoras del crecimiento vegetal en sustrato
organico y jales no favorece a los factores de crecimiento y al porcentaje de

germinacion de las plantas de Ricinus communis L. y Helianthus annuus L.

Hi: El uso de cepas bacterianas promotoras del crecimiento vegetal en sustrato
organico y jales favorece a los factores de crecimiento y al porcentaje de

germinacion de las plantas de Ricinus communis L. y Helianthus annuus L.

CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1 Informacién general del sitio

Gran parte del territorio que comprende Zimapan y otros municipios se encuentran
entre llanuras, sierras y lomerios (Menéndez, M.T., & Civera, M., 2011). El estado
de Hidalgo se ha caracterizado por ser una entidad minera con un historial de 500
afios de mineria, es una de las entidades federativas mas importantes en el
desarrollo minero de México. Actualmente es un importante productor de
manganeso en el pais y ocupa el tercer lugar en la produccion de cadmio y en menor
proporcién la extraccion de oro, plata, plomo y zinc, estos ultimos han incrementado

sus extracciones durante el 2011 (Servicio Geoldgico Mexicano, 2016).

1.2 Geografia

El municipio de Zimapan tiene una superficie de 860.9 km? y su ubicacién es
estratégica, se localiza en la porcion occidental del estado de Hidalgo, entre las

coordenadas geograficas 19°47°00” y 20°50°00” de latitud norte, y de longitud oeste
98°27°00” y 99°30°007; la altitud media del municipio es de 1,800 msnm.

11
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La cabecera municipal de Zimapan esta ubicada a 94 km en linea recta y al noroeste
de la ciudad de Pachuca, Hidalgo., colindando al norte con el municipio de Pacula;
al nororiente con Jacala; al oriente con Nicolas Flores; al suroriente con Ixmiquilpan;
al sur con los municipios Tecozautla y Tasquillo; al poniente con el estado de

Querétaro (Servicio Geoldgico Mexicano, 2008).

Los cerros circundantes tienen un aspecto sedimentario de calizas cretécicas
grisaceas muy compactas y fétidas, pues sus estratos contienen fésiles y minerales
gue constituyen la composicion geoldgica de la sierra Madre Oriental, y son
precisamente las vetas de estos cerros las que han favorecido la existencia de las
minas (Menéndez, M.T., & Civera, M., 2011).

Tres cadenas montafiosas conforman la regidén serrana y atraviesan el territorio
hidalguense por el centro con direccion sureste-noroeste. La primera cadena
montafiosa es propiamente la Sierra Madre Oriental, que cubre la mayor parte del
estado y donde se localizan las sierras de Zimapan, Jacala, Zacualtipan y Pachuca.
La segunda cadena montafiosa se inicia en Tulancingo y se le une al nucleo central
en el cerro de Agua Fria. La tercera va de Real del Monte a Pachuca continuando

hacia el noreste.

Los climas del estado ofrecen marcados contrastes, desde la calurosa y humeda
Huasteca, o el clima semifrio, subhumedo, en las inmediaciones de Pachuca, hasta
el clima seco templado que podemos hallar en el Valle del Mezquital, o las bondades
climaticas de Tecozautla, el clima regular es semicalido himedo, con lluvias todo el
afo, la temperatura promedio es de 18° C y una precipitacion media anual de 640
mm. El estado es rico en vegetacion, particularmente en la region norte y noreste,
donde las condiciones climéticas, el tipo de roca y la humedad juegan un papel
importante, los tipos de vegetacion que se tienen son: vegetacion tipo selva-bosque-
matorral, areas de cultivo y pastizales naturales e inducidos (Servicio Geolégico
Mexicano, 2016).

——
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1.3 La mineria en México

México es reconocido a nivel mundial por las actividades de extraccién de minerales
que realiza, segun el (Servicio Geolégico Mexicano 2014P) la produccion de
minerales metalicos del pais en 2013 lo posiciond en primer lugar en produccién de
Plata (Ag) con el 22.1 % de produccion a nivel mundial, asi como cuarto lugar en
produccion de Plomo (Pb) con el 4.7%, quinto lugar en Cadmio (Cd) con 6.7%, sexto
en Zinc (Zn) con el 4.8%, octavo en Oro (Au) con 4.2%, noveno en produccion de
Manganeso (Mn) con el 1.3% de la produccion mundial, asi como el décimo y
décimo cuarto lugar en produccién de Cobre (Cu) y Hierro (Fe) con el 2.7y 0.7%
respectivamente. El estado de Hidalgo aumenté su produccion de Ag, Cd, Cu, Pb,
Mny Zn de 2009 a 2013 de manera continua y para 2010 existian 11 empresas en
proceso de exploracion o explotacion dentro del estado de las cuales 6 se
encontraban en el municipio de Zimapan con produccion de hasta 1000 toneladas
al dia principalmente de Ag, Pb, Zn y Cu (Servicio Geoldgico Mexicano, 2016).

La extraccién de minerales y metales es una actividad importante a nivel nacional,
en el siglo pasado, gran parte de la mineria se concentré en la extraccion de metales
tales como oro, plata, hierro, cobre, plomo, zinc, cromo, mercurio y otros necesarios
para el desarrollo econémico o industrial de la sociedad. No obstante, la disposicién
de los desechos generados en la actividad minera implica un riesgo significativo
para el ambiente. El manejo inadecuado de estos desechos ha dado lugar a la
migracion de metales pesados al medio circundante, lo que contribuye a la
contaminacion del suelo, a la pérdida de nutrientes, a la destruccion del paisaje
ecoldgico, a la contaminacion de aguas subterrdneas y a la disminucion de la

diversidad biolégica (Noriega, L., et al., 2016).

Mientras tanto la actividad minera se desarrolla a partir de 4 fases importantes las

cuales tienen un impacto significativo al medio.
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1.4 Fases del laboreo minero y contaminacion

El origen de las afectaciones puede estar en cualquiera de las etapas de desarrollo

del proyecto minero, aunque no todas tienen la misma intensidad, diversidad y

significado, por lo tanto las fases del laboreo minero son 4 principales:

a)

b)

d)

Exploracion: ésea la prospeccion e investigacion del tipo de yacimiento y de
sus caracteristicas, asi como de la evaluacion de las reservas y del estudio
de la viabilidad econémica de explotarlas. De ella depende el disefio del tipo
de explotaciéon a realizar, ya sea mediante obras subterrdneas o a cielo

abierto.

Desarrollo y puesta en marcha del proyecto: en esta fase destaca la
preparacion de los tiros y socavones, en el caso de la mineria subterranea,
o las labores denominadas de descapote-remocién de los materiales
esteriles que cubren la mineralizacion en el caso de las minas a cielo abierto
o tajos; la cosntruccién de vias de acceso a la mina, comunicaciones internas,
obras de dotacion de agua y de energia eléctrica y las instalaciones de

superficie de la unidad minera.

Operacién: una primera fase implica la extraccién propiamente de los
minerales de valor econdmico; la segunda, el proceso de beneficio por
molienda, concentracién de minerales valiosos segun diferentes métodos y
eliminacién de residuos liquidos y sélidos via presas de jales o terreros.

Cierre o abandono: que implica, teGricamente, la restauracion y rehabilitacion

del sitio minero una vez finalizada la explotacion.

El alcance y la gravedad de los problemas ambientales debidos a las operaciones

mineras dependen de diversos factores como: las caracteristicas geograficas del
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sitio minero, el tipo de minado, la dimension de la explotacion, la antigiiedad de la
explotacion, la clase de mineral explotado, el proceso de beneficio o tratamiento del
mineral y el destino de los residuos finales, los cuales pueden llegar a tener efectos
negativos principalmente al suelo (Coll, A., et al. 2002).

1.5 Contaminacion del suelo

Para que exista una contaminacién en este aspecto, la mineria como cualquier otra
actividad que desarrolla el hombre, lleva implicita una alteracion de los ecosistemas
originales y es, en mayor o menor medida, agresiva a la naturaleza. Las actividades
extractivas hacen uso de los recursos del suelo y subsuelo en forma temporal, y Si
no se realizan las actividades de restauraciéon y recuperacion una vez concluida la
explotacion, las areas abandonadas quedan en una situacion de degradacion que
las imposibilita para ser aprovechadas en otras actividades u otros usos (Coll, A., et
al. 2002).

Ligado a esto un suelo contaminado es considerado como aquel que ha superado
su capacidad de amortiguacién para una o varias sustancias y, como consecuencia,
pasa de actuar como un sistema protector a ser causa de problemas para el agua,
la atmdsfera y/o los organismos. Al mismo tiempo, se modifican sus equilibrios
biogeoquimicos, y aparecen cantidades andmalas de determinados componentes
gue causan cambios en sus propiedades fisicas, quimicas o bioldgicas, ya que de
esta manera puede ser mucho mas factible que exista movilidad de metales
pesados en su estructura interna (Garcia, C., et al., 2002).

1.6 Dindmica de los metales pesados

Los metales pesados son importantes contaminantes ambientales, y su toxicidad es
un problema de creciente importancia por razones ecoldgicas, evolutivas,

nutricionales y ambientales. El término "metales pesados” se refiere a cualquier
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elemento metélico que tiene una densidad relativamente alta y es tdéxico o venenoso

incluso a baja concentracion (Shivashankara, K. S., 2016).

Son aquellos elementos quimicos que presentan una densidad igual o superior a 5
g/cm? cuando estan en forma elemental o cuyo nimero atémico es superior a 20,
también incluyen metaloides, como el arsénico, que pueden inducir toxicidad a bajo
nivel de exposicion. Muestran una elevada tendencia a bioacumularse y a
biomagnificarse a través de su paso por los distintos eslabones de las cadenas
troficas. En concentraciones elevadas, ocasionan graves problemas en el

desarrollo, crecimiento y reproduccion de los seres vivos.

Aunque son elementos naturales que se encuentran en toda la corteza terrestre, la
mayor parte de la contaminacioén ambiental y la exposicibn humana es resultado de
actividades antropogénicas (Tchounwou, P., et al., 2012). Se pueden encontrar
como iones libres en la disolucién del suelo, adsorbidos en las particulas coloidales
del mismo, formando complejos érgano-minerales solubles o precipitados en la
fraccion solida del suelo. Entre las diferentes formas en que queda un metal pesado
en el suelo existe un equilibrio dinAmico, como se muestra en la Figura 1 sobre el
que influiran grandemente las condiciones del medio, el tipo de planta y
microorganismos que subsistan en el mismo. Los mecanismos de tolerancia varian
entre las distintas especies de plantas y estan determinados por el tipo de metal,
eficiencia de absorcion, traslocacion y secuestro (Garcia, C., et al., 2002), lo que
permite conocer la manera de como las plantas funcionan ante la incorporacion y

acumulacion de metales pesados.

16

——
| —



CONTAMINACION POR METALES PESADOS

VEGETACION |—— | CADENA
T TROFICA
A

VOLATILIZACION ADSORC IQN
(sobre superficie de

arcillas y humus)

COMPLEJACION PREC IPIT ACION
(con ligandos orgémco§ (-), con (formacién de minerales)
otros aniones F-, SO, PO;™)

TRANSFORMACION COPRECIPITACION
(en otro ontaminante) (con otros elementos)

l

AGUAS DE DRENAJE
MOBILIZACION l:> Y RIOS |

Figura 1. Dinamica de los metales pesados en el suelo (Garcia, C., et al., 2002).

1.7 Fases del proceso de incorporacién y acumulacion de metales pesados

por plantas

En el proceso de incorporacién de metales pesados a las plantas se realizan tres
fases principales mediante las cuales estos elementos pasan del medio circundante
al interior denotandose procesos de tipo metabdlico especificos ante la presencia

de los estresores.

En la primera fase se realiza el transporte de los metales pesados al interior de la
planta y, después, al interior de la célula. La raiz constituye el tejido de entrada
principal de los metales, los cuales llegan por difusién en el medio, mediante flujo
masivo o por intercambio cationico. La raiz posee cargas negativas en sus células,

debido a la presencia de grupos carboxilo, que interaccionan con las positivas de

——

17

et



los metales pesados, creando un equilibrio dinamico que facilita la entrada hacia el

interior celular, ya sea por via apoplastica o simplastica.

En la segunda fase, una vez dentro de la planta, las especies metélicas son
secuestradas o acomplejadas mediante la unién a ligandos especificos. Entre los
guelantes producidos por las plantas se encuentran los acidos organicos (acido
citrico, oxalico y malico), algunos aminoacidos (histidina y cisteina) y dos clases de
péptidos: fitoquelatinas y metaloteinas.

En la dltima fase se realiza la compartimentalizacion y detoxificacion, proceso por
el cual, el complejo ligando-metal queda retenido en la vacuola (Delgadillo, A., et
al., 2011).

De esta manera puede existir una descontaminaciéon de sitios alterados con EPT,
llevando a cabo un proceso de remedicion a través de la fitorremediacion asistida

con microorganismos.

1.8 Remediacién de suelos contaminados con metales pesados

Para conseguir minimizar el problema de suelos contaminados se pueden aplicar
diversas metodologias, si bien muchas de ellas no tratan de la eliminacion directa
del metal pesado, sino de su paso a formas no peligrosas (detoxificacion del suelo)
(Garcia, C. et al., 2002), la aplicacion de la fitorremediacion (phyto = planta y
remediacion = mal por corregir), es un proceso que utiliza plantas para remover,
transferir, estabilizar, concentrar y/o destruir contaminantes (organicos e
inorganicos) en suelos, lodos, sedimentos, y puede aplicarse tanto in situ como ex
situ (Carpena, R., & Bernal, M., 2007) eficientemente para tratar suelos
contaminados con compuestos organicos como Benceno, Tolueno, Etilbenceno y

Xilenos (BTEX); solventes clorados; HAP’s; desechos de nitrotolueno;
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agroquimicos clorados y o6rganofosforados; ademas de compuestos inorganicos
como Cd, Cr(VI), Co, Cu, Pb, Ni, Se y Zn (Agudelo, L., et al., 2005).

Estas aplicaciones se pueden clasificar en funcién del destino del contaminante:
degradacion, extraccion, contencion o una combinacion de estas. Las aplicaciones
de fitorremediacion también se pueden clasificar en funcién de los mecanismos
implicados. Dichos mecanismos incluyen la extraccion de contaminantes del suelo
o del agua subterranea; concentracién de contaminantes en el tejido vegetal;
degradacion de contaminantes por diversos procesos bidticos o abidticos;
volatilizacion o transpiracion de contaminantes volatiles de las plantas al aire;
inmovilizacién de contaminantes en la zona de la raiz; control hidraulico de agua
subterrdnea contaminada (control de la pluma); y el control de la escorrentia, la

erosion y la infiltracion por cubiertas vegetativas (EPA, 2000).

Por otra parte, la seleccion de materiales vegetales es un factor importante para la
fitorremediaciébn de campo exitosa, aprovecha la ventaja de las capacidades de
captacién unicas y selectivas de los sistemas de raices de las plantas, junto con las
capacidades de translocacién, bioacumulacion y degradacion de contaminantes en
todo el cuerpo de la planta (Yashim, Z., et al., 2016). Las plantas realizan diferentes
mecanismos especificos para soportar y adaptarse a ambientes contaminados con
presencia de EPT.

1.9 Mecanismos de las plantas ante la toxicidad del metal

Como todos los demas organismos, las plantas han desarrollado diferentes
mecanismos para mantener concentraciones fisiolégicas de iones metalicos
esenciales y para minimizar la exposicién a metales no esenciales. La tolerancia de
las plantas a un metal pesado en particular se rige por una red interrelacionada de
mecanismos fisioldgicos y moleculares, la comprension de estos y su base genética

es un aspecto importante para el desarrollo de las especies vegetales como agentes
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de fitorremediacion ya que desarrollan mecanismos constitutivos y adaptativos para

resistir el exceso de metales pesados.

Algunos mecanismos son omnipresentes porque también son necesarios para la
homeostasis general, minimizan el dafio causado por las altas concentraciones de
metales pesados en las plantas mediante la desintoxicacion, lo que confiere
tolerancia al estrés. Otros, se dirigen a iones metdlicos individuales (de hecho,
algunas plantas tienen mas de un mecanismo para prevenir la acumulacion de
metales especificos), y estos procesos pueden implicar la exclusion de metales
particulares del entorno intracelular o el secuestro de iones toxicos dentro de los

compartimentos para aislarlos de componentes celulares sensibles.

Como primera linea de defensa, muchas plantas expuestas a concentraciones
toxicas de iones metdlicos intentan prevenir o reducir la absorcion en las células de
la raiz restringiendo los iones metalicos al apoplasto, uniéndolos a la pared celular
o al exudado celular o inhibiendo el transporte a larga distancia. Si esto falla, los
metales que ya estan en la célula se abordan usando una variedad de estrategias
de almacenamiento y desintoxicacion, que incluyen inmovilizacion, sintesis de
transportadores especificos de metales pesados, quelacion, trafico y secuestro por
ligandos particulares (fitoquelatinas y metalotioneinas). Cuando estas opciones se
agotan, las plantas activan los mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo
contrastando los efectos de las Especies Reactivas del Oxigeno (ROS) y MG (como
la regulacion al alza del sistema antioxidante y glioxalaso) y la sintesis de proteinas
relacionadas con el estrés y moléculas sefializadoras, como proteinas de choque
térmico, hormonas, la biosintesis de Pro, poliaminas y moléculas de sefalizacion

como el acido salicilico y el éxido nitrico (Shivashankara, K. S., 2016).

1.10 Mecanismos de la fitorremediacion
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La fitorremediacion es una tecnologia emergente que utiliza diversas plantas para
degradar, extraer, contener o inmovilizar contaminantes del suelo y el agua. Esta
tecnologia ha estado recibiendo atencién Ultimamente como una alternativa
innovadora y rentable a los métodos de tratamiento mas establecidos que se usan
en los sitios de desechos peligrosos (EPA, 2000). A continuacion se presentan los
mecanismos de la fitorremediacion mediante los cuales se descontaminan sitios

contaminados por causa de actividades antropogénicas.

Fitoextraccion. Las raices de las plantas pueden eliminar metales de suelos,
sedimentos contaminados, transportarlos a las hojas y tallos para su recoleccion,
eliminacion o recuperacion a través de procesos de fundicion sin destruir la
estructura del suelo y la fertilidad. Es el mas adecuado para la remediacién de areas
difusamente contaminadas, donde los contaminantes se producen solo a una

concentracion relativamente baja y superficialmente (Yashim, Z., et al. 2016).

Las formas de mejorar la eficacia de la fitoextraccion incluyen aumentar la
movilizacion de metales pesados, la solubilidad en el suelo y la biomasa de la planta

promoviendo su crecimiento (Prapagdee, B., et al., 2013).

Rizofiltracion. Es la adsorcion o precipitacion en las raices de las plantas. La
absorcién, concentracion y translocacion puede ocurrir, dependiendo del
contaminante. Los exudados de las raices pueden causar la precipitacion de
algunos metales. La rizofiltracion primero da como resultado la contencién de
contaminantes, en la que estos se inmovilizan o acumulan dentro de la planta y se
elimina de forma fisica (EPA, 2000).

Fitoestabilizacion. Ocurre a través de la microbiologia y quimica de la zona de la
raiz, y/o la alteracion del ambiente del suelo. El pH del suelo puede ser modificado
por los exudados de la raiz de la planta o por la producciéon de COo2. La

fitoestabilizacion puede cambiar la solubilidad y movilidad del metal o afectar la
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disociacion de compuestos organicos. EI ambiente del suelo plantado puede
convertir los metales de un estado de oxidacion soluble a uno insoluble. La
fitoestabilizacion puede ocurrir por sorcion, precipitacién, complejacion o reduccién
de la valencia del metal. Las plantas se pueden usar para reducir la erosion del

suelo contaminado con metales (EPA, 2000).

Rizodegradacion. Es la descomposicién de un contaminante organico en el suelo
a través de la actividad microbiana que se potencia por la presencia de la zona de
la raiz. La rizodegradacion también se conoce como degradacion asistida por
plantas, biorremediacion asistida por plantas, biodegradacion in situ asistida por

plantas y biodegradacion mejorada de la rizosfera (EPA, 2000).

Fitodegradacion, (también conocida como fitotransformacion), es la
descomposicion de contaminantes absorbidos por las plantas mediante sus
procesos metabdlicos, o la descomposicién de contaminantes externos a través del
efecto de compuestos (como enzimas). Ademas, la degradacién puede ocurrir fuera
de la planta, debido a la liberacién de compuestos que causan la transformacion.
Cualquier degradacion causada por microorganismos asociados o afectados por la

raiz se considera rizodegradacion (EPA, 2000).

Fitovolatilizacién. Es la captacion y transpiracion de un contaminante por una
planta, con la liberaciébn o una forma modificada a la atmosfera a través de la
absorcion, el metabolismo y la transpiracion de las plantas. La fitodegradacion es
un proceso de fitorremediacion relacionado que puede ocurrir junto con la
fitovolatilizacion (EPA, 2000).

Para hacer uso de un mecanismo de la fitorremediacion y que este sea mas
eficiente, es necesario utilizar las ventajas que brindan las bacterias a través de su
actividad metabdlica en la parte de la rizosfera y especificamente aquellas que son

promotoras del crecimiento vegetal.
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1.11 Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal

Estas cepas se caracterizan por su capacidad para: 1) colonizar la superficie de la
raiz, 2) propagarse y sobrevivir en presencia de los microorganismos nativos del

suelo y 3) estimular el crecimiento de la planta.

La promocion activa del crecimiento de la planta ocurre como consecuencia del
suministro de nutrientes, tales como nitrogeno, fésforo y hierro (N, P, Fe) que no se
encuentran disponibles en el suelo. La planta se suministra de N por medio de la
fijacion biolégica de N atmosférico, mientras que la solubilizacién de minerales a
través de la sintesis de &cidos organicos de bajo peso molecular permite la
disponibilidad de P. Asimismo, la produccion de sustancias quelantes, como los
sideroforos, los cuales son compuestos de bajo peso molecular con alta constante

para complejar hierro incrementa la disponibilidad de dicho elemento.

Distinguiéndose mecanismos directos que incluyen la produccion de reguladores
del crecimiento, como auxinas, giberelinas o bien, la alteracién de la concentraciéon
de etileno en la planta por medio de enzimas como la l-aminociclopropano-
lcarboxilato desaminasa y por otra parte mecanismos indirectos de promocién de
crecimiento ocurren cuando las BPCV previenen o reducen los efectos nocivos de
los organismos patdgenos, por ejemplo, los sideréforos pueden privar de Fe a los
organismos fitopatdgenos. Asimismo, mediante la sintesis de compuestos con
efecto biocida, como el acido cianhidrico, amoniaco y antibioticos. Al asociarse con
bacterias, algunas plantas producen enzimas hidroliticas que causan la lisis de la
pared celular, lo que puede funcionar para controlar patégenos fungicos. Aunado a
esto, algunas BPCV provocan cambios fisicos o quimicos relacionados con la
defensa de las plantas, a lo que se denomina Resistencia Sistémica Inducida (RSI).
De manera general, en la mayoria de los casos las BPCV presentan mas de un
modo de promocion de crecimiento y especificamente funciones que permitan

adaptarse a sitios contaminados (Perea, Y.S., et al., 2017).
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1.12 Funcién de las BPCV en suelos contaminados

La presencia de BPCV en suelos contaminados inducen cambios en la
biodisponibilidad de EPT, y ocurren a través de reacciones Oxido reduccion,
modificacion de pH del medio y adsorcidn en la superficie bacteriana. Al estimular
el crecimiento de las raices con BPCV se obtiene mayor area superficial para la
adsorcién, y el aumento de la biomasa radical crea estabilidad fisica contra la
erosion edlica e hidrica. También pueden mejorar la tolerancia a los EPT en las

plantas.

Una estrategia que algunas bacterias han desarrollado para reducir el efecto toxico
de los EPT es la produccion de sideroforos, estos compuestos pueden formar
complejos estables con EPT tales como Al, Cd, Cu, Ga, In, Pb y Zn aumentando su
solubilidad, pero reduciendo su toxicidad. Otro mecanismo de reduccion de la
toxicidad de EPT es la transformacion de las formas quimicas del contaminante.
Para que exista una mejor eficiencia por parte de las bacterias se prefiere usar
microorganismos nativos del sitio a remediar porque ademas de presentar atributos
como BPCV son organismos adaptados a las condiciones del sitio en comparacion
con los microorganismos no expuestos a estas condiciones (Perea, Y.S., et al.,
2017).

Asi mismo para realizar el proceso de fitorremediacion y dar cumplimiento a los
objetivos especificos se utilizaron las plantas de Ricinus communis L. (Higuerilla) y
Helianthus annuus L. (Girasol) las cuales tienen la capacidad de ser indicadoras y

acumuladoras de elementos téxicos.

1.13 Ricinus communis L
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La Ricinus communis L., comunmente conocida como higuerilla o planta de aceite
de ricino es una especie de planta de flores perteneciente a la familia de las
Euphorbiaceae. La planta se extiende sobre &reas de suelo arenoso, riachuelos y
barrancos. A menudo es abundante a lo largo de los cursos de agua y las llanuras
de inundacion, las tierras alteradas o derrochadas y los bordes de las carreteras con
una alta tolerancia al crecimiento en condiciones ambientales adversas, como la
escasez de lluvias y el calor. Es una planta apropiada para ser utilizada como planta
indicadora de Cd y tolerante para Pb en solucion contaminada y puede usarse
potencialmente para la fitorremediacion de areas contaminadas (Yashim, Z., et al.,
2016).

1.13.1 Descripcién botanica

Es un arbusto perenne de crecimiento rapido segun las condiciones ambientales y
puede alcanzar el tamafio de un arbol pequefio (alrededor de 12 metros o 39 pies),
pero no es resistente al frio (Yashim, Z., et al., 2016), su porte es erecto, la cual se
puede clasificar por su altura en: altas (10 m), medianas (2 a 3 m) y enanas
(menores de 2 m).Su tamario tiende a ser mayor en climas tropicales y tierras fértiles
(con materia organica superior al 5%). Las variedades enanas son de gran interés

econdémico porque facilitan la cosecha mecénica.

La parte de la raiz es pivotante y profunda constituyendo el anclaje principal de la
planta, presenta raices secundarias y terciarias las cuales se encuentran en su
mayoria a poca profundidad, el tallo principal es recto, seccionado por entrenudos
que pueden ser de 11 a 20 cm, que en un inicio es relleno y con el tiempo se hace
hueco. El diametro puede variar de 3 a 15 cm., sus colores fundamentales son
verde, rojo y caoba, algunas variedades muy ramificadas y otras sin ramificacion,
mientras que las hojas son alternas, pecioladas, palmeadas con 5 a 11 I6bulos,
dentadas, con nerviacion palmatinervia. Peciolos redondos de 18 a 60 cm de

longitud; con dos glandulas nectariferas en la union con la lamina, dos glandulas en
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la unién con el peciolo; la lamina de la hoja tiene 10 a 75 cm de diametro y de un

color acorde al del tallo.

La inflorescencia es la seccion del raquis donde se encuentran las flores y también
se le conoce como racimo. Es una planta monoica generalmente unisexual, o sea
gue en sus inflorescencias llevan las flores masculinas y femeninas, su proporcion
es variable, por lo general las flores femeninas se distribuyen en la regién distal y
las flores masculinas en la region basal del raquis (Rémulo, H., et al. 2011).

1.14 Helianthus annuus L

El Girasol (Helianthus annuus L.) es un cultivo importante en todo el mundo. Es una
de las plantas mas ampliamente estudiadas para la fitorremediaciéon de metales
pesados. Investigaciones con Helianthus. annuus, una conocida planta de
acumulacion de metal, han revelado que varios metales pesados, incluyendo plomo,
cadmio, cobre, zinc y cobalto, se acumulan a altas concentraciones tanto en los

brotes como en las raices (Prapagdee, B., et al. 2013).

Pertenece a la familia de las Asteraceae, posee una facilidad de manejo en su
cultivo, se adapta facilmente a un amplio intervalo en la variacién de temperatura.
La época de la siembra es variable y depende de las caracteristicas climatologicas
de cada region. Es una planta anual, con un desarrollo vigoroso en todos sus
organos, dentro de esta especie existen numerosos tipos o subespecies cultivadas

como plantas ornamentales, oleaginosas y forrajeras (Chico, J., et al. 2012).

CAPITULO 2. METODOLOGIA

2.1 Muestreo
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Para realizar el muestreo se tomé como referencia la NORMA OFICIAL MEXICANA
(NOM-021-SEMARNAT-2000), que establece las especificaciones de fertilidad,
salinidad y clasificacion de suelos, estudio, muestreo y analisis. Se seleccion6 el
area de interés ubicado en el municipio de Zimapan Hidalgo, con coordenadas;
458372.78 m E 'y 2292926.58 m N, Figura 2.

Figura 2. Cartografia del lugar de muestreo, Zimapéan Hidalgo.

Aungque los métodos que utiliza esta norma son exclusivos para el andlisis de
suelos, se utilizd como apoyo debido a que se pretende conocer el estado actual
del jal minero a través de la determinacion de sus caracteristicas fisicoquimicas, y
de esta manera fomentar la conservacion, proteccién, restauracion vy

aprovechamiento del recurso suelo, mediante practicas tendientes a prevenir el
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deterioro de sus propiedades fisicas, quimicas y biolégicas, ya que es el medio

principal que sostiene e interactta con el jal.

2.2 Preparacién de la muestra

Siguiendo el método AS-01 de la NOM-021-SEMARNAT-2000 se llevé a cabo el
traslado, recepcion, registro, secado, molienda, tamizado y almacenamiento de la

muestra.

Se utilizaron bolsas de plastico para el traslado de las muestras al laboratorio,
indispensablemente se cuidaron las condiciones externas para evitar la alteracion

de su composicion.

Se prosiguié con la identificacion, registro y secado para lo cual se emplearon
charolas de aluminio extendidas, en estos recipientes se colocé la muestra
compuesta de jal y se dej6é secar durante 24 horas en estufa a 30°C para retirar el

exceso de humedad, Imagen 1.

Imagen 1. Secado de la muestra jal.
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Una vez seca la muestra se sometio al proceso de molienda con el fin de tener la
homogenizacion de las particulas. La muestra molida se hizo pasar por un tamiz de
acero inoxidable con abertura de 2 mm (malla nimero 10). Se peso6 1 kg de jal
aproximadamente para realizar los andlisis fisicoquimicos y se almacend en bolsas

ziploc completamente cerradas y debidamente identificadas.

2.3 Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas de la muestra de jal

2.3.1 Porcentaje de saturacion y pasta saturada

La determinacion se realiz6 siguiendo el método AS-17 de la NOM-021-
SEMARNAT-2000.

En un recipiente de plastico con tapadera hermética se pesaron 100 g de jal seco
con contenido de humedad conocido y se agreg6 agua destilada mezclando lo mejor
posible hasta llegar al punto de saturacion. Se tapo el recipiente y dejé reposar
durante 24 horas para permitir que el jal embeba agua, se agregé mas agua

destilada hasta obtener una pasta de jal-agua uniformemente saturada.
Para la determinacion del pH del extracto de saturacién de la muestra obtenida a
partir de la pasta saturada, se empledé el método AS-02 de la NOM-021-

SEMARNAT-2000, el cual se basa en el método electrométrico.

Se vertieron 5 mL de muestra en vasos de precipitados de 50 mL, se introdujo el

electrodo del pHmetro y se registré la lectura.

2.3.2 pH de la muestra de jal en solucién de agua pura
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Utilizando nuevamente el método AS-02 de la NOM-021-SEMARNAT-2000, el cual
se basa en el método electrométrico se realizd la determinacion del pH en la

muestra de jal en una solucion de agua pura.

Se pesaron 10 g de jal en un vaso de precipitados de 50 mL, posteriormente se
adicionaron 20 mL de agua destilada y con un agitador magnético se mezclo el jal
y agua a intervalos de 5 minutos, durante 30 minutos. Se dejoé reposar durante 15
minutos. Finalmente se agitd la suspension y se registro la lectura de pH.

2.3.3 Carbonatos

La medicion de la concentracion de carbonatos se realizd por el método AS-20 de
la NOM-021-SEMARNAT-2000.

Se colocaron 5 mL del extracto de saturaciéon de la muestra en un matraz
Erlenmeyer y se sometié a agitacion. Posteriormente se afiadieron 5 gotas de
fenolftaleina mientras se continuaba agitando y se observo si la solucion se torna
de color rosa, la falta de color significa ausencia de carbonatos. En caso de
presencia de carbonatos se procedié a titular con acido sulfarico (H2SO4) 0.05N

hasta que desapareciera el color rosa como se muestra en la Imagen 2.

Imagen 2. Determinacion de carbonatos.
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2.3.4 Bicarbonatos

A la muestra proveniente de la determinacion de carbonatos se afiadieron 2 gotas
de anaranjado de metilo y se sometié a agitacion. La muestra se titulé con acido

sulfarico (H2SO4) 0.05N hasta tener un vire de amarillo a color canela, Imagen 3.

Imagen 3. Determinacién de bicarbonatos.

2.3.5 Cloruros

Para la determinacién de la concentracién de cloruros presentes en el extracto de
saturacion se siguio el método AS-20 de la NOM-021-SEMARNAT-2000.

Se tom6 una alicuota de 5 mL del extracto de la pasta saturada y se depositdé en un
matraz para dejarlo en agitacion. Se agregaron 10 gotas de indicador cromato de
potasio (K2CrO4) y continlo agitando. Finalmente se titulé con nitrato de plata

(AgNO:s) al vire de amarillo a rojo vinoso. Preparandose al mismo tiempo un blanco.

2.3.6 Calcio
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En un matraz Erlenmeyer se colocé un agitador magnético y se agregé una alicuota
del extracto de saturacion, se agité para agregar 5 gotas de carbamato, una gota de
hidroxido de sodio (NaOH) y 7 mg de murexida, mezclando continuamente.
Finalmente, se titul6 con EDTA como se muestra en la Imagen 4. Preparandose al

mismo tiempo un blanco.

Imagen 4. Determinacion de calcio.

2.3.7 Magnesio

A la muestra que se titul6 para calcio se agregaron 3 gotas de acido clorhidrico
concentrado (HCI) y se agito hasta que la murexida se disociara. Después se
agregaron 3 mL de solucion buffer de cloruro de amonio-hidroxido de amonio (NH4Cl
NH4OH) y se continu6 agitando. Posteriormente se agrego 1 gota de indicador negro
de Eriocromo T, finalmente se realiz6 la titulacion usando EDTA al punto final de

color azul.

2.3.8 Acidez extraible
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Se utilizé el método AS-32 de la NOM-021-SEMARNAT-2000 para determinar la
acidez extraible, esta acidez liberada del suelo se da a partir de una solucion de
BaCl>-TEA a pH 8.2.

Se pesaron 25 g de jal y se colocaron en el embudo con papel filtro para realizar la
filtracion de 50 mL de solucion BaCl2-TEA. Se colecto el extracto y se agregaron 2
gotas de indicador rojo de metilo. Posteriormente se realizé la titulacion con &cido
clorhidrico HCI 1 N hasta el vire de color amarillo a rojo mostrado en la Imagen 5.

Preparandose al mismo tiempo un blanco.

Imagen 5. Determinacion de acidez extraible.

La muestra de jal en el embudo se conservé para realizar la determinacién de la

Capacidad de Intercambio Catiénico.
2.3.9 Capacidad de Intercambio Catiénico (CIC)
Se tomo la muestra de jal procedente de la determinacion de acidez extraible y se

hizo pasar agua desionizada. Después se filtraron 100 mL de acetato de sodio 0.1
My se agregaron 20 mL de solucion buffer al extracto. Posteriormente se agrego el
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indicador negro de Eriocromo T y se titulé la muestra con EDTA hasta el vire de

color rojo violeta a azul como se muestra en la Imagen 6.

Imagen 6. Determinacion de la capacidad de intercambio cationico.

2.3.10 Textura

Mediante el método AS-09 de la NOM-021-SEMARNAT-2000, se realiz6 la
determinacion de textura de la muestra a través del procedimiento de Bouyoucos.

El método requirié la eliminacidén de la agregacion debida a materia organica y la
floculacion debida a los cationes calcio y magnesio. No se eliminan otros

cementantes como carbonatos, Imagen 7.
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Imagen 7. Determinacion de la textura del jal.

2.3.11 Nitrégeno

Se utiliz6 el método AS-25 de la NOM-021-SEMARNAT-2000 para la determinacion
de nitrégeno total. Es un método que se basa en el procedimiento semi-Kjeldahl,
mediante la extraccién del amonio intercambiable por equilibrio de la muestra de jal
con acido sulfarico (H2S04) y su determinacion por destilacion en presencia de 4cido
bérico (H3sBOs3).

Se colocaron 5 g de jal en matraces de digestién. Después se agregaron 1.1 g de
mezcla de catalizadores, 6 mL de &cido sulfarico concentrado y se agité la muestra.
Se calentaron en el equipo digestor a temperatura de 270°C por 3 h. Después de la

35

——
| S—



digestion se afadieron al matraz 15 mL de agua destilada y la muestra se destilo
afiadiendo 15 mL de hidroxido de sodio (NaOH) 10 N, el producto obtenido de la
destilacion se agregd un matraz Erlenmeyer que contiene 50 mL de H3BO4 como
indicador. Finalmente, la muestra se titul6 con &cido sulfarico (H2SO4) 0.01 N al vire
de color rosa fuerte como se muestra en la Imagen 8. Preparandose al mismo

tiempo un blanco.

Imagen 8. Determinacion de nitrégeno total.

2.4 Cepas proporcionadas

6 cepas identificadas como promotoras de crecimiento vegetal fueron utilizadas
para realizar los bioensayos en sustrato organico comercial Miracle Grow® y jales:
103, 107 y 129 crecidas en Caldo Rojo Congo; por su parte las cepas 133, 143 y
144 crecidas en Caldo LB (Luria Bertani) las cuales son mostradas en la Imagen 9

y 10 respectivamente.
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Imagen 10. In6culos de las cepas 133, 143 y 144.

2.4.1 Propagacién y recuperacion

Se prepararon medios de cultivo (Caldo LB y Caldo Rojo Congo) para la siembra de
in6culos que fueron incubados a 32 °C por 48 horas. Posteriormente se realiz6 el
crecimiento masivo de tubo a matraz y se incubaron durante 48 horas, Imagen 11.
Las bacterias se separaron del medio liquido mediante centrifugacion a 8000 rpm
durante 10 min. El sedimento resultante se resuspendié en Buffer de fosfatos 1M,
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Imagen 12, y la suspension bacteriana se ajusté a 0.5 A a 600nm para obtener una

concentracion aproximada de 1 x 10° UFC mL™.

A Y
n.' — s ; (—T—

~ -\\' e
- e
=

Imagen 11. Siembra de in6culos.

Imagen 12. Recuperacién de la biomasa bacteriana.
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2.4.2 Siembra de Ricinus communis L. y Helianthus annuus L. en sustrato

organico Miracle Grow®

Se probd el desempefio de las 6 cepas bacterianas que fueron positivas a la
caracterizacion bioguimica como bacterias promotoras de crecimiento vegetal, en
bioensayos con sustrato organico comercial Miracle Grow®. La preparacion de las
unidades experimentales se realiz6 por triplicado ademas de un testigo, las semillas
se plantaron y se inocularon con suspension bacteriana 0.285 A a 600nm excepto
el testigo, el cual fue inoculado con Buffer de fosfatos 1M, Imagen 13. Una vez
germinadas las plantulas se inocularon por segunda vez a los 11 dias, cada unidad
experimental tuvo riego diario y monitoreo del crecimiento a través de la longitud del

tallo a lo largo de 30 dias.

Imagen 13. Siembra de Ricinus communis L. y Helianthus annuus L. en sustrato.

2.4.3 Siembra de Ricinus communis L. en jales

La preparacion de las unidades experimentales se realiz6 por triplicado ademas de

un testigo, las semillas de Higuerilla se plantaron en cada unidad experimental que
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contenia 500 g de jal con un 5% de sustrato organico comercial Miracle Grow®,
Imagen 14, se inocularon con suspension bacteriana 0.5 A a 600nm excepto el
testigo, el cual fue inoculado con Buffer de fosfatos 1M. Una vez germinadas las
plantulas se inocularon por segunda vez a los 11 dias, tuvieron riego diario y

monitoreo del crecimiento a través de la longitud del tallo a lo largo de 30 dias.

Imagen 14. Siembra de Ricinus communis L. en jales.

2.5 Determinacién de los pardmetros de crecimiento

A los 30 dias, cada planta se retir6 cuidadosamente de la maceta y la raiz se
enjuagd varias veces con agua destilada estéril. Las partes de la planta se
clasificaron como aéreas (tallo y hoja) y subterraneas (raices). El crecimiento de la
planta se evalué midiendo la altura del tallo, la longitud y volumen de

desplazamiento de la raiz y el peso humedo y seco de la biomasa.
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2.6 Porcentaje de germinacion de las plantas inoculadas con BPCV

Se llevo un registro de cada una de las unidades experimentales para ambas
siembras (en sustrato organico comercial Miracle Grow® y jal) verificando el numero
de semillas que germind y finalmente se identificaron aquella(s) que presentaron el

mejor rendimiento.

CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas del jal

De acuerdo con la NOM-021-SEMARNAT-2000, se obtuvieron los siguientes
resultados después de haber realizado la caracterizacion fisicoquimica a la muestra
de jal y se presentan en la Tabla 1. Con estos valores se pueden conocer sus
caracteristicas y cuales pueden ser sus impactos al suelo, ya que es el principal
medio que esta en contacto directo con estos residuos porque ahi son depositados.

La pasta saturada embebid 42.4797g de agua/100 g de jal seco, notando que tiene
una buena capacidad de retencién y esto se debe a la textura que presenta, ya que

las arcillas son las que retienen mas agua.

pHdela
muestra
de jal en
solucién Carbonatos Bicarbonatos Cloruros Calcio Magnesio
de agua
puray
CE

Extracto de
saturacion Acidez

extraible CIC Textura Nitrégeno

y pasta
saturada

-pH: 8.26
-CE: 3000
uS/icm 72
-42.4797g N/D N/D 35 meq/L
de agua “28%3?1
/100 g de jal
seco

Franco
arenoso 0.00056%
arcilloso

48 39.15 0.018 0.000084
meq/L meq/L meq/L Cmol/kg

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas del jal minero de Zimapan, Hidalgo.
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El pH es el factor mas influyente en la movilizacion de metales debido a las
reacciones de hidrolisis de los cationes, provocando un aumento de la solubilidad y
por tanto de su movilidad de forma inversamente proporcional al pH del jal; de tal
manera que a pH neutros y basicos se encuentran minerales poco solubles (Ramos,
M., et al., 2012), el extracto de saturacion presentd un caracter ligeramente basico
con un pH de 8.26 mientras que la muestra de jal en solucion de agua destilada
present6 un pH de 7.2, esto indica que las condiciones de la muestra tienden a ser
neutras y respecto a estos valores obtenidos permiten conocer que actualmente los
jales no son generadores de drenaje acido atribuyese también la ausencia de
carbonatos y bicarbonatos (Pérez, I., & Romero, F.M. 2015) por lo que los metales
pesados se encuentran menos disponibles ya que las formas quimicas se refieren

a aquellas menos solubles (Medel, A., et al., 2008).

Asi mismo, la conductividad eléctrica del extracto de saturacién present6 un valor
de 3000 puS/cm y para la muestra de jal un valor de 1240 uS/cm, estos valores
relativamente altos pueden ser explicados por la presencia de sulfuros metélicos
como la pirita, esfalerita y galena producto del proceso natural de oxidacion y el
paso del tiempo, los cuales pueden llegar a generar acidez en los residuos y estos
mismos han sido reportados como minerales conductores de electricidad
(Campbell, D., & Fitterman, D. 2000) ademas de ser la fuente primaria de los EPT
como As, Cd, Cu, Pb, Fe y Zn, estos minerales pueden ser clasificados como
paramagnéticos y buenos conductores de electricidad, o por sus sales solubles
residuales que son utilizadas como depresores en el proceso de flotacidon selectiva
(Pérez, I., & Romero, F.M. 2015). La baja capacidad de intercambio catiénico que
presenta la muestra favorece la posibilidad de movilizacion de los metales presentes
en la misma; sin embargo, la baja solubilidad de los metales a pH alcalino limita
severamente su movilidad. Las concentraciones de sulfuros implican una muy baja
probabilidad de generacion de acidez, lo cual coincide con el pH obtenido en la
muestra analizada y utilizada en este proyecto (Ramos, M., et al., 2012).
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El contenido de materia organica presente fue muy bajo, lo cual fue evidente al
realizar su eliminacién con peroxido de hidrégeno, ya que para la determinacion de
la textura fueron necesarios so6lo dos ataques. La clase textural que presenta la
muestra corresponde al tipo Franco arenoso arcilloso de acuerdo con los criterios
de clasificacion manejados por el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos de América (USDA) basado en los porcentajes de arena, limo y arcilla
obtenidos de la determinacién. Este tipo de clase textural se relaciona con una baja
porosidad y con densidad aparente mayor, reflejdndose en un ambiente impropio
para la penetracion radical y, por ende, en una baja fertilidad natural (Hernandez,

A., et al., 2009) lo cual coincide con la naturaleza propia del jal minero.

Clases texturales de suelos, segiin el USDA

il 3 timo @) | rcna )

0-14 86 -100 Arenoso

Arcille 27-40 15-52 20-45 Franco arcilloso

Franco

arcilloso 27-40 40-73 Franco limoso arcilloso

40 - 60 40 - 60 0-20 Arcilloso limoso

Franco
arcillo arenoso

Franco arenoso

Arenoso

100 90 80 70 60 50

% Arena

40 30

Figura 3. Clases texturales (USDA).

Los contenidos de nitrdgeno, calcio y magnesio que presenta la muestra no son
adecuados para favorecer el desarrollo de la cubierta vegetal, estos valores fueron
bajos ya que el porcentaje de nitrégeno presente en la muestra es extremadamente
pobre, de acuerdo con los criterios de (Moreno 1978), como se puede observar en
la Tabla 2. La importancia que tienen estos elementos radica en mayor medida en
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gue son necesarios para el desarrollo de las plantas y que sus requerimientos
dependen directamente del tipo de especie vegetal que se desarrolla en el sitio
(Castellanos, et al., 2000).

Categoria Valor (%) de nitrégeno en suelo
Extremadamente pobre < 0.032
Pobre 0.032 - 0.063
Medianamente pobre 0.064 - 0.095
Medio 0.096 - 0.126
Medianamente rico 0.127 - 0.158
Rico 0.159 - 0.221
Extremadamente rico > (0.221

Tabla 2. Criterios para evaluar contenido de nitrégeno total (Moreno, 1978).

3.2 Determinacion de los pardmetros de crecimiento

Los parametros de crecimiento vegetal que se consideraron fueron la medicion
fisica diaria del tallo de las plantas para ambos experimentos (en sustrato organico
comercial Miracle Grow® y jal) y la medicion de tallo y raiz con ayuda del software
Image Tool 3, después de haber realizado la extraccién de las plantas de cada una
de las unidades experimentales a los 30 dias. Posteriormente se realizé un Andlisis
de Varianza (ANOVA) de los datos con ayuda del software estadistico SPPS version
22.0, aplicando el estadistico Tukey Kramer con un intervalo de confianza a= 95%
para determinar las diferencias significativas que existen entre las cepas

bacterianas utilizadas respecto al testigo.

Las mediciones de las plantas de Higuerilla y Girasol se realizaron después de
haber germinado durante las fechas del mes de Abril; para Higuerilla se
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contemplaron 8 dias debido a que esta demoro mas tiempo en germinar mientras

que para Girasol fueron 15 dias.

Utilizando el software Image Tool 3, se realizo la medicion del tallo y raiz de las
plantas de Higuerilla y Girasol, las cuales fueron sembrados en sustrato organico
comercial Miracle Grow®, para posteriormente sembrar inicamente Higuerilla en jal
e inoculadas con cepas bacterianas promotoras del crecimiento vegetal, esto debido
a la mejor adaptabilidad que presenta la planta a la presencia de estresores, en este
caso los metales pesados. Posteriormente se realizé el andlisis estadistico para

determinar las diferencias significativas de las cepas respecto al testigo.

Respecto del crecimiento del tallo, en la Gréfica 1 se aprecia que la cepa 133 tuvo
una mejor influencia en el desarrollo de la planta de Girasol en comparacion a las
demas cepas y principalmente al testigo. De esta manera se observa que existe una
mejor promocion del crecimiento vegetal, notandose diferencias significativas (con
a=95%).

26,5

25.97
26

25.60
25,5
25

24,5

24

Crecimiento del tallo (cm)

23,5

23
103 107 129 133 143 144 Testigo

Cepas bacterianas

Grafica 1. Crecimiento del tallo de Girasol en sustrato organico comercial Miracle Grow®
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Por otra parte, la cepa 103 fue la que mejor influyd en el crecimiento de la raiz de la
planta de Girasol como se puede observar en la Gréfica 2, de esta manera se afirma
que dicha cepa fue la que mejor promovié el crecimiento vegetal notandose una
diferencia significativa (con a=95%) respecto al testigo y a las demas cepas

utilizadas.

160
144,13

140

120
100

80 71.73
60
40

20

0

133 143 144

103 107 129 Testigo
Cepas bacterianas

Crecimiento de la raiz (cm)

Gréfica 2. Crecimiento de la raiz de Girasol en sustrato organico comercial Miracle Grow®

En la Grafica 3 se muestra el crecimiento del tallo de la planta de Higuerilla
sembrada en sustrato organico comercial Miracle Grow® y al realizar el analisis de
los datos se observa que la cepa 129 presenta una diferencia significativa (con
a=95%) respecto al testigo y a las demas cepas que se utilizaron, en este caso esta
cepa fue la que mejor promovié el crecimiento vegetal y desarrollo del tallo en la

planta.
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Gréfica 3. Crecimiento del tallo de Higuerilla en sustrato organico comercial Miracle Grow®

De la Grafica 4, se observa que la cepa 103 tuvo una gran influencia en el
crecimiento de la raiz de la planta de Higuerilla sembrada en sustrato organico
comercial Miracle Grow®, esto se debe a la promocién del crecimiento vegetal que
aporta la cepa estimulando el desarrollo de la biomasa de la planta por medio de la
actividad microbiana realizada en la rizosfera. Realizando el analisis estadistico de
los datos se reafirma que la cepa 103 presenta una diferencia significativa (con

a=95%) respecto al testigo y a las demas cepas utilizadas.
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Gréafica 4. Crecimiento de la raiz de Higuerilla en sustrato organico comercial Miracle Grow®

Como se puede observar en la Grafica 5 se muestra el crecimiento del tallo de la
planta de Higuerilla sembrada en jal, donde la cepa 103 es la que mejor eficiencia
presenta en el incremento y desarrollo de la biomasa de la planta debido a que la
actividad microbiana proporciona grandes ventajas para soportar el estrés ante EPT
que se encuentran en este tipo de residuos mineros notdndose una diferencia
significativa (con a=95%) al realizar el analisis estadistico respecto al testigo y a las

demas cepas utilizadas.
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Gréfica 5. Crecimiento del tallo de Higuerilla en jal

La Grafica 6 muestra el crecimiento de la raiz de la planta de Higuerilla sembrada
en jal y la cepa que mejor funciond fue la 103 respectivamente, aportando una
buena promocion de crecimiento vegetal en la parte de la rizosfera, resultado de la
actividad microbiana y los metabolitos secretados por estas mismas bacterias para
ayudar a la planta a soportar condiciones andémalas en presencia de estresores.
Con el andlisis estadistico de los datos se confirma que existe una diferencia

significativa (con a=95%) respecto al testigo y a las demas cepas utilizadas.
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Grafica 6. Crecimiento de la raiz de Higuerilla en jal.

Como resultado final se obtuvo que la cepa 103 presentd un gran desempefio en
ambos experimentos, y principalmente en jal ya que las bacterias utilizadas tienen
la capacidad de promover el crecimiento vegetal de la planta propiciando que esta
tenga un mejor desarrollo en ambientes con presencia de estresores, en este caso
con EPT. Realizando el analisis estadistico de los datos esta cepa presenta
diferencias significativas (con a=95%) respecto a los testigos y a las demas cepas
utilizadas tanto para el crecimiento de la raiz en sustrato organico comercial Miracle
Grow® y jal, como para el crecimiento de tallo en jal. A excepcion de la cepa 129 la
cual presenté diferencias significativas con respecto al testigo en el crecimiento del
tallo para la planta de Higuerilla sembrada en sustrato organico comercial Miracle
Grow®.

3.3 Porcentaje de germinacién de las plantas inoculadas con BPCV

Con base en los datos obtenidos del porcentaje de germinacion, se puede observar

en la Grafica 7 que la cepa 103 fue la que influy6é en el mayor porcentaje de semillas
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germinadas para la planta de Girasol, es decir el mayor niumero de semillas
germinadas que fueron sembradas en sustrato y respecto a esto la influencia que
tiene la cepa para el desarrollo de la planta y la produccion de giberelina, la cual es
una fitohormona que se encarga de interrumpir el periodo de latencia de las semillas

haciéndolas germinar.
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Gréfica 7. Porcentaje de germinacion de semillas de Girasol en sustrato organico comercial

Miracle Grow®

Por su parte, los datos obtenidos del porcentaje de germinacion de las semillas de
Higuerilla se muestran en la Grafica 8, donde se logra apreciar aquellas que fueron
sembradas en sustrato organico comercial Miracle Grow® y que germinaron en
mayor cantidad debido a la influencia que presentaron las cepas 107 y 129 con una

diferencia del 10% respecto al testigo y a las demas cepas utilizadas.
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Gréfica 8. Porcentaje de germinacion de semillas de Higuerilla en sustrato organico comercial

Los datos obtenidos del porcentaje de germinacion de las semillas de Higuerilla
sembradas en jal se muestran en la Gréfica 9, las cepas que mejor funcionaron
respecto a esto fueron la 107 y 144 ambas con un mismo porcentaje de germinacion
y con una diferencia del 33% respecto al testigo, con esto se afirma que estas cepas

utilizadas produjeron la fitohormona giberelina para hacer germinar a las semillas

Miracle Grow®

interrumpiendo su periodo de latencia.
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Grafica 9. Porcentaje de germinacion de semillas de Higuerilla en jal.

Conclusiones

Las caracteristicas fisicoquimicas que presenta la muestra de jal analizada son las

siguientes:

El pH que tiene dicha muestra tiende a ser neutro siendo un factor muy influyente
en la movilizacion de los metales pesados pero bajo estas condiciones los jales
analizados no son generadores de drenaje acido y por esto mismo presentan
ausencia de carbonatos y bicarbonatos. La conductividad eléctrica explica la
presencia de sulfuros metélicos y la baja capacidad de intercambio catiénico
favorece la posibilidad de movilizacion de los metales pero esta misma se limita por
las concentraciones de sulfuros y por el pH obtenido. Por otra parte, la clase textural
presentada implica una baja porosidad y una densidad aparente mayor, lo cual es
un ambiente impropio para la penetracion radical y una baja fertilidad natural, esto
mismo coincide con la naturaleza misma del jal minero. Y por ultimo los contenidos

de N, Ca y Mg presentes en la muestra no son adecuados para favorecer el

53

——
| —



desarrollo de la cubierta vegetal debido a que son extremadamente pobres, ya que
la importancia de estos elementos radica en mayor medida para el crecimiento de

las plantas.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los experimentos realizados con

sustrato organico comercial Miracle Grow® se tiene que:

Para la planta de Girasol, la cepa 133 fue la que presenté un mejor crecimiento en
el tallo, mostrando asi una mejor influencia en el incremento de su biomasa mientras
que para el crecimiento de la raiz la cepa 103 resultd ser la mas eficiente en el

desarrollo, respecto al testigo y las demas cepas utilizadas.

Con respecto a la planta de Higuerilla en el experimento con sustrato organico
comercial Miracle Grow®, el mejor crecimiento del tallo lo presentd la cepa 129
teniendo una mejor promocion del crecimiento vegetal, esto favorecido por la
actividad microbiana y la produccion de metabolitos. Para el experimento con jal, la
cepa 103 fue la que presenté mejor promocioén del crecimiento vegetal; en el caso

del crecimiento de la raiz.

De esta manera se concluye que la cepa 103 en ambos experimentos ha
demostrado sus capacidades como bacteria promotora del crecimiento vegetal
ayudando al crecimiento de las plantas bajo condiciones de estrés en presencia de
jales mineros ya que contribuy6é al desarrollo de la raiz y del tallo en ambos
experimentos. A excepcién de la cepa 129 que presentd influencia sobre el
crecimiento del tallo de la planta de Higuerilla sembrada en sustrato organico

Miracle Grow®.

El uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal en los procesos de
fitorremediacion tienen influencia en el desarrollo y aumento de la biomasa de las

plantas debido a que estos microorganismos son capaces de producir metabolitos
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como el Acido Indolacético (AlA) el cual es hormona vegetal denominada auxina
gue promueve y provoca el desarrollo de las raices y estimula el desarrollo de los
frutos; los sideroforos que son transportadores y compuestos quelantes de hierro
secretados por los mismos microorganismos, y la giberelina que es una fitohormona
cuya funcion principal es interrumpir el periodo de latencia de las semillas,

haciéndolas germinar.
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